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1-  Le  but  de  V antibiogramme 

Le  choix  de  l’antibiotique  est  realise  de  maniere  tres  empirique  dans  la  plupart  des  infections  banales 
debutantes  : le  medecin  prescrit,  en  fonction  de  l’examen  clinique,  la  molecule  dont  Tefficacite  lui  parait  la  plus 
probable  (antibiotherapie  dite  probabiliste).  Ce  n’est  que  dans  les  infections  graves,  recidivantes  ou  les  echecs 
therapeutiques  que  Ton  fait  appel  au  laboratoire  qui  realisera  une  culture  et  un  antibio  gramme. 

Un  antibiogramme  permet  de  tester  sur  milieu  de  culture,  Taction  de  molecules  antibiotiques  sur  une  souche 
bacterienne. 

II  donnera  done  des  indications  sur  Tefficacite  IN  VITRO  de  ces  antibiotiques. 

2-  Quelques  definitions 

Deux  notions  sont  a connaitre  avant  de  faire  un  antibio  gramme  : 

La  CMI  ou  Concentration  Minimale  Inhibitrice.  II  s’agit  de  la  concentration  de  Tantibiotique 
la  plus  faible  pour  laquelle  la  croissance  bacterienne  est  inhibee  (pas  de  croissance  de  la 
population  ; 1 00%  de  survivants) 

La  CMB  ou  Concentration  Minimale  Bactericide.  C’est  la  concentration  de  Tantibiotique  la 
plus  faible  permettant  de  detruire  99.99%  des  bacteries  presentes  au  depart  (soit  une  bacterie 
survivante  sur  10000).  Si  CMB  < 5 CMI  Tantibiotique  est  tres  efficace. 

Au  contraire  si  CMB  >10  CMI,  on  le  considere  peu  efficace. 

La  mesure  de  la  CMI  permet  de  determiner  si  une  souche  est  sensible  ou  resistante  a Tantibiotique  teste.  Pour 
chaque  antibiotique,  on  a pu  mesurer  les  concentrations  seriques  obtenues  chez  le  patient  (humain)  dans  le  cadre 
d’une  posologie  normale.  on  distingue  alors  : 

• la  souche  est  dite  RESISTANTE  : la  CMI  ne  peut  etre  atteinte  par  un  traitement  realise  a Taide  de  cet 
antibiotique  sans  etre  toxique  pour  T animal. 

• la  souche  est  dite  SENSIBLE  : la  CMI  peut  etre  atteinte  par  un  traitement  usuel  realise  a Taide  de  cet 
antibiotique  . 

• La  souche  est  dite  INTERMEDIARE  : la  CMI  ne  peut  etre  atteinte  qu’en  augmentant  les  doses. 

Remarque  : Dans  le  cas  d’une  souche  intermediate , augmenter  la  posologie  n ’est  realisable  en  pratique  que  dans  les  cas  ou  V antibiotique 
est  peu  ou  pas  toxique,  de  traitement  local  (plaie,  otite)  ou  d’ excretion  sous  forme  active  dans  I’organe  infecte  (par  exemple  pour  soigner 
une  infection  du  tractus  urinaire  si  excretion  renale) 

3-  Interaction  entre  antibiotiques 

Outre  le  fait  que  certaines  molecules  inhibent  ou  au  contraire  exacerbent  Teffet  des  antibiotiques  (acide,  sucre, 
thymine,  etc...),  les  differents  antibiotiques  peuvent  interagir  entre  eux.  Trois  grands  types  d’ interactions 
peuvent  etre  definis  : 

La  synergie  : chaque  antibiotique  voit  son  action  augmentee  par  T autre. 

L’antagonisme  : les  effets  des  deux  antibiotiques  se  contrarient 

L’ indifference  : que  Ton  utilise  chaque  antibiotique  separement  ou  en  association,  le  resultat 
est  le  meme. 
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les  techniques  en  milieu  liquide  (en  tube,  en  microplaque) 

la  technique  en  milieu  solide  gelose  (Etest) 


A les  methodes  en  milieu  liquide 


Une  solution  mere  d’antibiotique  est  diluee  de  2 en  2.  Le  diluant  est  le  bouillon  de  Mueller-Hinton.  L’ inoculum 
est  prepare  a partir  d’une  culture  de  24  heures  en  milieu  liquide 


A-l  Macro methode 


A-2  Micromethode 


Reporter  dans  une  serie  de  tubes  steriles  1 mL  de 
chaque  dilution  de  1’ antibiotique.  Aj outer  dans  tous 
les  tubes  le  meme  volume  d’innoculum.  Incuber  24 
heures  a la  temperature  optimale  de  la  souche  a 
tester.  Observer  les  tubes  apres  incubation  : la  CMI 
sera  la  concentration  en  antibiotique  la  plus  faible 
pour  laquelle  il  n’y  a pas  de  croissance  visible.  En 
fait,  elle  est  comprise  entre  le  tube  correspondant  a 
cette  definition  et  le  premier  tube  dans  lequel  une 
croissance  est  observee. 


Des  microplaques  a fond  en  U (plaque  a 
microtitration)  sont  utilisables  pour  la 
determination  des  CMI.  Une  plaque  96  puits  permet 
la  determination  de  la  CMI  de  8 antibiotiques  vis-a- 
vis  de  la  meme  souche.  Dans  les  cupules  d’une 
meme  ligne,  les  dilution  de  V antibiotique  et  la 
souche  sont  introduit  a l’aide  d’une  pipette 
automatique.  Incuber  24  h a la  temperature 
optimale  de  la  souche.  Observer  la  plaque  est  une 
eventuelle  pousse  dans  chaque  cupule  (ou  un  depot 
au  fond  de  la  cupule).  La  CMI  correspond  a la 
concentration  de  la  cupule  ne  presentant  pas  de 
croissance. 


B La  methode  en  milieu  gelose 

C’est  la  methode  la  plus  precise  car  donnant  une  valeur  vraie  de  la  CMI  el  non  un  encadrement  de  celle-ci.  Elle 
est  connue  sous  le  nom  commercial  de  Etest®.  Elle  est  cependant  rarement  utilisee  en  routine  a cause  de  son 
cout  eleve. 


Une  bandelette  est  impregnee  de  quantites  croissantes  d’ antibiotiques.  Elle  est  placee  sur  une  gelose  pour 
antibiogramme  ensemencee  classiquement ; l’antibiotique  diffuse  en  formant  un  gradient  important : la  zone 
d’ inhibition  a la  forme  d’une  ellipse  et  la  lecture  est  alors  directe  sur  la  bandelette  la  ou  celle-ci  rencontre  la  zone 
d’ inhibition. 
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Cependant  connaitre  precisement  la  CMI  d’une  souche  vis-a-vis  des  antibiotiques  n’est  pas  essentiel  pour  le 

praticien.  En  effet,  il  lui  suffit  de  situer  cette  valeur  par  rapport  aux  deux  concentrations  critiques.  On  realise 

pour  cela  T antibiogramme  qui  permet  de  positionner  la  CMI  par  rapport  a CC  et  Cc. 


5-  L 9 antibiogramme 


5-1  L’ antibiogramme  standard  en  milieu  gelose  : methode  des  disques 
5-1-1  Principe  general 

Pour  realiser  V antibiogramme  par  le  methode  des  disques,  la  culture  bacterienne  est  ensemencee  a la  surface 
d’une  gelose  specialement  etudiee,  la  gelose  de  Mueller-Hinton,  eventuellement  additionnee  de  sang.  Des 
disques  pre-impregnes  d’une  dose  connue  d’antibiotique  sont  deposes  a la  surface  de  la  gelose.  L’antibiotique 
diffuse  a partir  du  disque  en  creant  un  gradient  de  concentration.  La  determination  du  diametre  de  la  zone 
d’inhibition  permet  une  estimation  de  la  concentration  minimale  inhibitrice.  Les  caracteres  de  sensibilite  ou  de 
resistance  de  la  souche  bacterienne  en  seront  deduits. 


5-1-2  Technique 

En  pratique,  on  realise  a partir  de  l’isolement  (souche  pure)  un  ensemencement  en  tapis  sur  le  milieu.On  dispose 
ensuite  les  disques  d’ antibiotiques  et  on  place  a l’incubateur.  Au  bout  de  24  h,  on  lit  les  differents  diametres 
d’inhibition  et  on  peut  conclure  en  comparant  ceux-ci  aux  abaques  de  lecture. 


5-1-3  Interpretation 

Les  abaques  de  lecture  se  presentent  sous  forme  de  bandes  presentant  deux  donnees  qui  delimite  les  zones 
SENSIBLE,  INTERMEDIAIRE  et  RESISTANTE.  Un  report  du  diametre  mesure  sur  la  boite  permet  de  conclure 
rapidement. 


Exemple  : 3 souches  bacteriennes  sont  testees  vis  a vis  de  l’ampicilline.  On  mesure  les  diametres  d’inhibition 
suivants  : souche  A 8 mm,  souche  B 25  mm  et  souche  C 15  mm 


■Wl  K IFtCULfTES 
I Nil  MfaiEfTti 


CHJ  Ml 
HI  IIUHf  pi) 


mu 

BG> 


irralil  jPriO 


p McHmQ 

Pipt-”*  ■d'ablc  kkhh  Ik  p«>f  r » ras  G 

AkKiHlM  $ 

1 Lli^riiinp  Ulipfi 

ij  SpKi  in*  G 

£ uy 

I'flUll 

WIHuhA 

1 

tonplLMliM 

pi  M.N+I 

iEltlAlLKMi.lniHtl 

BvuiinDiyiw. 

PlrtSiutiB  hdrii m 

nmn"Tir«r. 

lularnn  IMppn  'Aftisw- 

iGjjJ 

m 

■a 

B 

I 

IGWJ 

+ lilMI  ' 

r au 

1 

, 

B 25  mm  C 15mm  A 8 mm 


La  souche  A est  done  RESISTANTE,  la  souche  B SENSIBLE  et  la  souche  C est  declaree  INTERMEDIAIRE. 


ramme  en  milieu  liquide 

3 

omme  il  existe  des  galeries  d’ identifications  miniatures,  il  existe  une  galerie  antibiogramme.  Chaqu 
antibiotique  est  teste  a deux  concentrations  differentes  (delimitant  les  zones  « sensible  » et  « resistant »)  en 
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5.3  Transposition  pour  le  praticien 

En  se  souvenant  que  les  concentrations  utilisees  pour  lire  V antibiogramme  sont  les  concentrations 
seriques  obtenues  chez  Thumain  en  bonne  sante  apres  injection  parenterale  de  la  dose  appropriee,  les 

messages  decoulant  des  resultats  de  T antibiogramme  pour  le  praticien  sont : 

souche  resistante  : la  probability  d’obtenir  une  concentration  suffisamment  elevee  in  vivo  pour 
contrer  la  bacterie  est  nulle  ; 

souche  sensible  : la  probability  d’obtenir  une  concentration  suffisamment  eleve  in  vivo  pour  contrer 
la  bacterie  est  excellente  (cela  ne  signifie  pas  que  T animal  guerira  d’ office,  car  un  ensemble 
d‘autres  parametres  interviennent) ; 

souche  intermediate  : la  probability  d’obtenir  une  concentration  suffisamment  elevee  pour  contrer 
la  bacterie  est  faible  si  on  ne  peut  augmenter  de  maniere  significative  la  dose  administree. 


http://www.jesuisetudiant.com 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


